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Beech reibung 

Die Erfindung betrifft ein Vsrfahren zur Gewinnung 
von Hirudindertvaten aus E. coli-Sekreftormutanten, so- 
wie ein Hirudnderivat mitder N-terminaien Aminosaure- 5 
sequenz Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. 

Hirudin ist ein Polypeptid mit 65 Amhosauren und 
wurde ursprOnglich aus dem Blulegel Hirudo medicinalis 
isollert. Es wirkt als hochspezifischer Inhibitor fur Throm- 
bin, indem es mit Thrombin stabile Komplexe bildet und 
besitzt daher viele iherapeutische Anwendungsmoglich- 
keiten, insbesondere zur Antikoagulatbns-Therapie (F. 
Markquardt, Bkxned. Biochim. Acta 44 (1985), 
1007-1013). 

Nach Veroffentlichung dar vollstandigen Aminosau- 
resequenz von Hirudin (J. Dodt el al., FEBS LETTERS 
165 (2), (1 984), 180-184) war die Vbraussetzung fOr die 
Herstellung von Hirudin durch rekombinante DNA-Tech- 
nlken und Expression In Mlkroorganlsmen gegeben. 

Die EP-A-0 158 564 (Transgene) offenbart Ktonie- 
rungevekloren zur Expression von Hirucfin Oder Hiru- 
dirvAnabga in einer Wirtszelle, insbesondere einer bak- 
terielten Zelle. Das fur Hirudin kodierende Qen wind da- 
bei durch cDNA-Syn these, ausgehend von mRNA a us 
dem Blulegel Hirudo medicinalis gewonnen. Insbeson- 
dere wird ein Hlmdin-Derivat mit der N-termlnaten Se- 
quenz lle-Thr-Tyr-Thr-Asp beschrieben, sowie Verfah- 
ren zu seiner Gewinnung. 

In der EP-A-0 168 342 (Ciba Geigy) warden 
DNA-Sequenzen offenbart, welche fur die naturitehe 
Amlnosauresequenz von Hirudin kodieren, wobei die 
N-terminale Aminosauresequenz val-vai-Tyr-Thr-Asp 
ist. Die Expression von Hirudin erfolgt in den Mikroorga- 
nismen E. coli und Saccharomyces cerevisiae intracel- 
lular. 

Die EP-A-0 171 024 (Hoechst AG) offenbart ein Ver- 
fahren zur gentechnotogischen Herstellung von Poly- 
peptiden mil Hirudn-Akfivttfit, insbesondere in E. co- 
li-Zellen, wobei die Zellen auf gesch lessen warden und 
aus dem Zellextraktdas Polypeptid mit Hlrudin-Aklfvitat 
gewonnen wird. Ein gegebenenfails vorhandener Fusi- 
onsproteln-Antell kann durch pnoteotytlsche odercheml- 
sche Spattung abgetrennt werden und das treigesetzte 
Hirudinmolekfll aufgereinigt werden. 

Der Gegenstand der DE-OS 34 45 571 
(GEN-BIO-TEC) ist eine DNA-Sequenz, die fflr ein Pro- 
tehmitderbiologischen AktMtatvon Hirudin kodiert, so- 
wie ein Verfahren zur Gewinnung solcher Proteine aus 
E. coli-Zeilen, die mit eriem geeigneten rekombinanten 
Vektor transformlert sind, durch Lysis der Zellen. 

Auch die Arbeit von Bergmann et al. (Biol. Chem. 
Hoppe Sevier 367 (1 986), 731 -740) beschreibt die Hlru- 
din-Synthese in E. coli. Die Freisetzung des Hirudins aus 
den Zellen erfolgt durch Behandlung mit Toluol, wobei 
nur geringe Ausbeulen von etwa 500 ng/l As 78 Einhelten 
von Zellen erzielt werden. 

Die EP-A-0 200 655 (Transgene), EP-A-0 252 854 
(Transgene) und EP-A-0 225 633 (Ciba Geigy) ffe n ba- 



re n die Gewinnung durch Sekretion von Proteinen mit 
Hirud n-Aktivital aus efenem eukaryontischen Wirtsorga- 
nismus, insbesondere Hefe, wobei die Expression auf 
einem Vektor erfolgt, der eine DNA-Sequenz enthaft, die 
ein Signalpeptid stromaulwarts des Strukturgens ent- 
halt. Es wird die Sekretion von Hirudin-Derivaten mit der 
N-terminaJen Sequenz Val-veJ-Tyr-Thr-Asp, sowie der 
N-terminalen Sequenz lle-Thr-Tyr-Thr-Asp in Hefe of- 
fenbart. Dabei werden Ausbeulen bis zu 1 00 mo/l an ge- 
geben. 

In der DE-OS 39 00 626 (Hoechst AG) wird ein Hiru- 
din-Derivat mit der N-terminalen Sequenz 
Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp offenbart Die Expression findet 
vorzugsweise in Hefe statt, wobei Promotor und Signal- 
sequenz des Hele-Pheromon-Gens MFa zur Expressi- 
on und Sekretion des Hlrudin-Derlvats verwendet wer- 
den. 

Alle die oben beechriebenen Verfahren zur Herstel- 
lung von Hirudin-Derivaten wefsen jedoch Nachtelleauf. 
So werden bei Verwendung von Hefe als Wirtsorganis- 
mus und Sekretion des Hirudins in das Kulturmedium re- 
lativ hohe Ausbeulen erhalten, jedoch ist die Kultivierung 
von Hefezelien langwleriger und anspruchsvoiler als die 
von Bakterien, z.B. E. coli. in E. coii-Zellen hingegen ist 
jedoch die Ausheute relativ gering oder/und bei einem 
AufschluBderZeilen sind kompllzterte Isolations-Verfah- 
ren notwendig. 

Gegenstand der vofllegenden Erfindung ist ein Hiru- 
din derivat gemaft Anspruch 1 . 

Ein Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
dung 1st ein Verfahren zur Gewinnung des genannten 
Hirucfn-Derivates aus E. coli Stammen, welche eine 
massive Proteose kretion in das Kulturmedium aufwei- 
8 en, dadurch gekennzeichnet, da8 man 

(1) einen rekombinanten Vektor konslruiert, auf dem 
sich das, fQr das genanrtte Hirudin-Derivat kodie- 
rende Genh inter einem DNA-Abschnftt befindet, der 
fflr ein bakterielles Signalpeptid kodiert, 

(2) mit dem in Schritt (1 ) konstruierten rekombinan- 
ten Vektor einen E. coli Stamm, welcher eine mas- 
sive Proteln-Sekretlon In das Kulturmedium auf- 
weist transformlert, 

(3) die transformierten Zellen in einem Medium kul- 
tlvleri und 

(4) das Hirudin-Derivat aus dem Medium gewinnt 

Unter dem Begriff Hirudin-Derivat gemafl voriieg co- 
der Erfindung sind von Hirudin abgeleitete Proteine zu 
verstehen, die als Thrombin-lnhibitoren wirken und eine 
spezifische Aktivitat von mindestens 10.000 AT-U/mg 
(Antithrombh-Units) besitzen (Dodt el al., Biol. Chem. 
Hoppe Seyler 366 (1985), 379-385). Der Begriff Hiru- 
din-Derivat belnhaftet auch Fusionsproteine mit einem 
bis zu etwa 50 Aminosauren Ian gen N-terminalen Fusi- 
onsanteil, der teilweise oder vollstandig durch proteoly- 
tlsche oder chemlsche Spaliung entfernt werden kann, 
wobei als Spaltprodukt ein Hirudh-Derrval mit einer Spe- 
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zifiBchen AWivitat von mindestens 10.000 AT-U/mg snt- 
steht. 

Ein vbrteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, 
daB durch die Sekretion des Hirudin-Derivats in das Zell- 
medium die Disulfidbrijcken von Hirudin unler den oxi- 
dath/en Bedingungen des Mediums richtig ausgebildet 
warden. 

Ein Verfahren zur Herstellung von E. coli-Stammen, 
welche sine massive Protein-Sekretion in das Kulturme- 
di urn aulweisen, ist in der EP-A-0 336 41 0 offenbart. Bei 
der Qewinnung von geeigneten E. coli-Sekretormutan- 
len kann man insbesondare von E. ooli OS410 (DSM 
451 3) oder E. coli BW7261 (DSM 5231) ausgehen. Der 
jeweilige E. colhStamm wird zunachst mit einem Plasmid 
translormiert, das eine, fflr ein sekretierbares Protein ko- 
dierende DNA-Sequenz enthalt AnschlieBend wird der 
translormierte E. colhStamm einer Mutagenese, z.B. 
durch Behandlung mlt N-Methyl-N'-nitro-N-nltrosoguani- 
din unterworfen. Dann erfolgt eine Selektion auf geeig- 
nete Sekretormutanten-Stamme. Verwendet man ats se- 
kretierbares Protein z.B. a-Cyctodextringtykosyttrans- 
ferase, so kann man Sekretormutanten durch eine Re- 
sistenz gegen die Zellwand-aktive Substanz D-Cyctose- 
rin erkennen. Weiterhin bawirkt die Sekretion der a-Cy- 
ckxJextrhglykosyitranslerase (CGTase) eine Hydrolyse 
der Starke im umgebenden Medium, was bei Verwen- 
dung sines Amy lopektin-Azur-Mediums eine zusatzliche 
Seiektionsmoglichkeit f Or Sekretormutanten ergbt. 

Als rskombinanter Vektor IQr die vorliegende Erfn- 
dung sind Vektoren geeignet, die entweder in das E. co- 
ll-Genom Integrieren konnen (z.B. Bakterlophage X) 
oder in dertransformierten E. coli-Zelie extrachromoso- 
mal voriiegen (z.B. Piasmide). Vorzugsweise verwendet 
man Piasmide. 

Das Qenkonstrukt auf dem rekombinanlen Vektor, 
weiches f flr ein Protein, bestehend a us Signalpeplid und 
dem HirudirvDerivat kodiert, befindetsich vorzugsweise 
unter Kontroiie sines induzjerbaren Promoters, beson- 
ders bevorzugt eines trp-lac-Fusionspromotors, der 
durch Lactose-odor IPTG-Zugabe (Isopropyl-p-Othb- 
galactostd) induzisrbar ist Aul dem Vektor soil sich wei- 
terhin ein Sel ekttonsmarker-Gen und gegebenenfalls ein 
lac-Repressor-Oen befinden. 

Als bakterislle Signalsequenz, die eine Sekretion 
des Hirudin-Derivats ermoglfcht, slnd prinzlptell aJle be- 
kannten Signaipeptide geeignet, die eine Permeation 
der Membran von E. coli-Zeiten erlauben. Vorzugsweise 
verwendet man daher auch Signaipeptide aus gram-ne- 
gativen Bakterien (z.B. Signaipeptide tolgsnder Protege 
von E. coli: 

auBeres Membranprotein OmpA (DiRienzo et al., 

1978 Ann. Rev. Biochem. 47: 481-532) 

aikallsche Phosphatase PhoA (inouye et al., 1982 

J. Bacterid. 149: 434-439) 

LamB-Protein (Hedgpsth et aJ., 1980 Proc. Nat 

Acad. Scl. USA 77: 2621-2625) 

Mattose Bindeprotein MalE (Bedouelle H. et al., 



1980 Nature 285: 78 - 81)). Besonders bevorzugt 
verwendet man das a-CGTase-Sig nalpe ptkJ. 

Ein tOr das erfindungsgemaBe Verfahren g eigneter 

5 Vektor ist z.B. das Plasmid pCM705 (Fig. 1), das aus 
dem in der EP-A-0 383 410 oflenbarten Plasmid 
pCM703 durch Entternung eines ca 1 kb langen 
Nrul-Fragments emaltlich ist. Dieser Vektor enthart ein 
Ampicillin-Resistenzgen.dasGenturden iac-Repressor 

10 und das CGTase-Gen mit S'-Ende. Ein fQr ein Hiru- 
din-Derivat kodierendes Gen wird in den Vektor pCM705 
so integriert, da(3 intrazellular ein VorlaufermolekOI mit 
dem Signalpeptid der a-CGTase an seinem N-termina- 
len Ends entsteht Das GenKonstrukt steht unter Kon- 

15 trolle des tac- Promoters. Mit dem aul diese Weise erhal- 
tenen Plasmid kann ein E. coli-Sekretor-Mutanten- 
stamm translormiert warden. 

Posltlv translormierte Klone werden Im SchOtteltol- 
ben oder tm Fermenter kultrvlert. Bei Erreichen einer op- 

20 tischen Dichte (OD^ ) von etwa 1 edolgt eine Indukticn 
durch IPTG (Isopropyi-p-D-thlogaiactosid) oder Lacto- 
se. 

Mrrtete eines Thrombin-lnaktrvierungstests (Gries- 
bach et al., Thrombosis Research 37, (1985), 347-350) 
25 wird dann der Verlauf der Produktion des Hirudindenvats 
bestimmt. Die AkkumulatJon von Fusionsproteinen wird 
durch HPLC-Chromatographie (reversed phase) anary- 
slert. Der Praantell von Fusionsproteinen kann dann ab- 
gespalten und das entstehende aktive Hirudinderivat 
30 aufgereinigt werden. 

Folgende Beisplele sollen die Erflndung zusammen 
mit den Figuren 1 bis 5 naher erlautem. 

Es zeigen: 

*s Fig. 1 das Plasmid CCM705 

Fig. 2 die DNA-Sequenz des synthetischen Hiru- 
din-Gens aus pK152, 

to Fig. 3 die Sequenzen der CHIgonukteotide HIR1, 
H1R2 und HIR3, 

Fig. 4 das Plasmid pCM7051 und 

4S Rg. 5 das Plasmid pCM7053. 

Bfrfsptel 1 

Konstruktion des Sekretion svektors 

so 

Das Plasmid pK1 52 tragi ein synthetisches Hirudn- 
gen, dessen Sequenz in der EP-A0171 024 autgefOhrt 
ist Ausgehend von dies em Plasmid wurde ein etwa 200 
bp grofles Hlnf I - Hind III DNA-Fragment Ober Agaro- 
se se-Getelektrophorese isoiiert, das den groBten Teil der 
DNA-Sequenz, die IQr Hirudin kodiert, beinhaitet (Fig. 2). 
Die tehlende 5-termlnale Sequenz wird durch ein neu- 
synthetisiertes OligonuWeotid (HIR 1) regeneriert. Die 
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kodierende Sequenz des O ligonu kleotids ist in Fig. 3 ge - 
zeigt. Durch Fusion der Hint l-Enden erglbt sich etn Hlru- 
din-Derivat mit dar N-terminalen Sequanz 
Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. 

Das Plasmid pCM705 (Fig. 1 ) wird mit Pstl und Hind 
til gespaJten. Die beiden Schniltsteilen liegen Im kodle- 
renden Berelch lOr das Gen der CGTase, wodurch ein 
etwa 1 kb grofles DNA-Stuck ausgeschnitten wird. Pstl 
spaltet exakt in dem Berelch, der tOr die Signaipeptida- 
se-Schnittstelle kocfiart. 

Die Fragmerrte pCM705 Pstl- Hind III 6,3 kb, pK152 
Hinf I - Hind III 0,2 kb und das Oiigonukleotid HIR 1 war- 
dan mhainandar ligiert, wodurch das Plasmid pCM7051 
entsteht (Fig. 4). Mit dem Ugatlonsansatz wird der E. co- 
li-Stamm HB101 (DSM 1607) transformiert. Kotonien, 
die aut selektlvem Medium mit AmytopeWin Azur (ge- 
farbtes Amyiopektin) kaina Starkeabbauhofe und somit 
kelne a-CGTase- Express ion zelgen, werden Isoliert und 
bis zur Einheltllchkeit gerelnlgt. Von mehreren gereinlg- 
ten KJonen wird Plasmid-DNA isoliert und durch aha Re- 
striktionsanaJyse charakterisiert. Von zwel Plasmiden, 
die ein Hirudin-! nsert tragen, wird eina Sequenzanalyse 
der Fusionsregionen durchgelQhrt 

Plasmid-DNA, die sine korrekta Hirudin-Genkon- 
struktion tragi, wird mit Nru I und Nde I gespatten und 
Qber Agarosegelelektrophorese wird ein 5, 1 8 kb groGes 
Fragment isoliert. 

Nach Autre 1 1 en der durch Nde I Spaltung uberhan- 
ganden Sequanz mit Klenow-Enzym wird das Fragment 
durch Ligation zirkularislert. Das entstandene Plasmid 
wird a Is pCM7063 bezeichnel (Fig. 5). 

Mit dies em Plasmid pCM7053 wird die Sekretormu- 
tante E. coll WCM100 transtormiert, die aut die fen der 
EP-A-0 338 410 beschriebenen Methode erhalten wur- 
de. 

Beispiel 2 

Test auf Sekretion von Hirudin in 
Sch0ttelkolben-Ver8uchen 

1 0 ml LB- Medium mit 1 00 u.g/ml Amplclllin wu roe mit 
elner Trtechen Ubemachtkultur von WGM100 pCM7053 
auf die optische Dichle OD^ = 0,1 beimplt Die Kultur 
wird bel 30 B C geschOttelt. SobaJd die opllsche Dichle 
OD420 = 1 ,0 erreicht, wird der Induktor Lactose auf eina 
Endkonzerrtrationvon 1 %zugegeben. Nach 48Stunden 
werden von der Kultur Proban antnomman, die Zellan 
abzentrifugiert und die Hirudin-Konzantration im Uber- 
stand bestimmt. Die Bestlmmung erfolgt mittels eines 
Thrombin Inaktrvierungstests. Es wurden Ausbeuten bis 
zu 4000 AT-U/ml (Antlthrombin Units) bestimmt (== 250 
mg/l). 



Beispiel 3 

Hirudnproduktion on 10 I Fermenter 

s 7 1 MNmalmedium mit 100u£/ml Ampicillin werden 
mit einer frischen Gbemachtkultur von WCM100 
pCM7053 aut die optische Dlchte OD^ = 0,1 ange- 
implt 

Die Fermentationsbedingungen sind 



Tamperatur: 


30°C 


Ruhrgaschwindigkeit: 


450 bis 950 rpm 


BelOttung: 


0,5 bis 1,5 Wm 


pH-Wert: 


7,0 ±0,1 ; 



Bel Errelchen der optischen Dichle ODeoo = 1 >° werden 
0,5 mM IPTG flsopropyl-fJ-D-Thiogalactosid) zugege- 
ben. 

40 Stunden nach Zugabe von IPTG konnten 36.000 
AT-U/ml im Uberstand bestimmt werden (=*= 2,25 gfl). 



Beiapiel 4 

25 Sekretion von Hirudin mit der N -terminal en Sequanz 
Ala-Thr-Arg-Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp 

Verfahrt man analog dem Beispiel 1 , verwandet je- 
doch slatt dem Oiigonukleotid HIR 1 das OllgonuWeotld 

20 HIR 2 (Fig. 3), so erhalt man ein Hirudinlusionsprotein 
nach Abspattung des Slgnalpeptldes mit der N-termina- 
len Sequenz Ala-Thr-Arg-Leu-Thr-iyr-Thr-Asp. Die An- 
haufung dieses Fusionsproteins m Uberstand wird 
durch H PLC -Analyse untar Anwendung von "Reversed 

3S Phase* Bedingungen (C 18 -Chromatographiesaule) be- 
stimmt. Die Fermentation des Stammes WCM100 mit 
dies am Genkonstrukt arbrachta ehe Ausbauta von 25 
mg/l Fusionsproteh. 

Durch Trypsin-Spaltung kann aktives Hirudin mit der 

^ N-terminaien Sequenz La u-Th r-Ty r-Th r- Asp arzielt war- 
den. 

Beispiel 5 

4S Sekretion von Hirudin mit der Sekrelorrnutante WCM88 

Die Sekretormutante WCM88, die ebenfalls aul die 
in der EP-A-0 338 410 besch riebene Weise erhalten 
wurde, wird mit dem Plasmid pCM7053 transformiert 
so (siaha Beispiel 1). Die Produktion von Hirudin durch Se- 
kretion ins Kulturmedium wird in SchOtteikoiben-Versu- 
chen und Fermentation en getestet 

a) SchQtteikobenversuche 
55 Analog Beispiel 2 wird der Stamm WCM88 

pCM7053 kultlvlert. Nach 48 Stunden wird Im Uber- 
stand der Kultur die Hirudin-Konzentration be- 
stimmt Ausbeuten von bis zu 1 800 AT-U/ml wurden 
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erzielt(=5=110mg/l). 

b) Produklkxi im 10 I Fermentsr 

Die Anzucht des Stammes erfolgt wie in Bel- 
spiel 3 beschrieben. 45 Stunden nach Zugabe von 
i PTG konnten 21 000 AT-U/ml im Oberstand festge- 
slellt werden (= 1,3g/l). 

Belsptel 6 

KonstruWion eines Sekretionsvektors mit 
Tetracyclin resistenzgen 

Das 1,1 kbNrul -Fragment des Plasm ids pBR322 (F. 
Bolivar si al., Gene 2, 95-113 (1977)) wurde isoliert und 
mit dem durch Nrul-Spaltung linearislerten Plasmid 
PCM7051 (siehe Fig. 4) ligiert Mrt der Ugationsmi- 
schung wurde E. coll HB101 iranslormlert Transforman- 
len wurden aufgrund Ihrer Tetracyclin reslstenz selek- 
tiert. Die Plasm Id -ON A eines seiektierten KJons wurde 
reisolierl und mit Ndel und Aval gespalten. Die 
DNA-Fragmente wurden in der Agarosegel-Elektropho- 
rese aufgetrennt Das groftere Fragment wurde Isoliert 
und die uberhangenden Einzelstrangenden wurden mit 
dem Klenow-Enzym aufgef QIK und dann ligiert 

Das result ierende Plasmid war pCMT203. 

Belsptel 7 

Sekretton von Hirudin unter Verwendung des 
Sekretionsvektors pCMT203 

Die Sekretormutante WCM100 (siehe Belspiel 1) 
wurde mit dem Plasmid pCMT203 transformiert. Der re- 
sultierende Stamm wurde in efenem 10 1 Fermenter kulti- 
viert 45 h nach Zugabe von IPTG konnten 42000 
AT-U/ml Hirudin bestimmt werden (=»= 2,63 g/1). 



PatentansprOohe 



Patent an sprOohe fflr folgende Vertragsstaalen : AT, 
BE, CH f DE, DK, FR QB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Hirudinderivat, dadurch gekennzeichnet, daft es die 
N-tenminale Sequenz A-Thr-Tyr-Thr-Asp besrtzt, 
worin A fOr Ala stent. 

2. Rekomblnante DNA, dadu rch gekennzeichnet, daft 
sie fur ein Hirudindenvat nach Anspruch 1 kodiert. 

3. Rekombinanter Vektor, dadu rch gekennzeichnet, 
daft er elne Oder mehrere Koplen eines Genkcn- 
slruktes enthalt, daslOr ein Protein, bestehend a us 
einem bakteriellen Signalpeptid und einem Hirudin- 
denVat gemfift Anspruch 1 kodiert. 



4. Verfahren zur Gewinnung von Hirudinderivaten 
gemaB Anspruch 1 a us E. coll-Stammen, welche 
eine massive Protein-Sekretion in das Kutturme- 
diumaufweisen, dadurch gekennzeichnet, daft man 

5 

(1 ) einen rekomblnanten Vektor konstrulert, auf 
dem sich das fur Hirudinderivat gemaft 
Anspruch 1 kodierende Gen direkt hinter einem 
DNA-Abschnitt befindel, der f Or ein baJderielles 

10 Signalpeptid kodiert, 

(2) mil dem in Schritt (1 ) konstruierten rekombi- 
nanlen Vektor einen E. coli-Stamm, welcher 
eine massive Proteh-Sekretion in das Kuitur- 

15 medium aufweisl, transformiert, 

(3) die transformierten Zellen in einem Medium 
kuftMert und 

a> (4) das Hirudindenvat aus dem Medium 

gewinnt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, daft man als rekombinanten Vektor ein Plasmid 

25 verwendet. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 ode r 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft man einen rekomblnanten Vektor kon- 
struiert, auf dem sich die fQr das Hirudindenvat und 

30 das Signalpeptid kodierende n DNA-Sequenzen 
unter Kontroile eines Induzlerbaren Promotors 
befinden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
35 net, daft man als induzierbaren Promotor einen 

tip- lac Fusbnspromotor verwendet. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft man ein Signal- 

40 peptkJ aus gram-negatlven Baklerien verwendet. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, daft man das a-Cyclodextringtycosyttrans- 
ferase-Signalpeptid verwendet 

45 

Pelentan sprOche fflr folgende Vectragsstaaten : ES, 
OR 

so 1. verfahren zur Gewinnung von Hirudinderivaten 
gemaB Anspruch 1 aus E. coli-Stammen, welche 
eine massive Protein-Sekretion in das Kulturme- 
diumaufweisen, dadurch gekennzeichnet, daft man 

55 (1 ) einen rekombinanten Vektor konstrulert, auf 

dem sich das fflr Hirudinderivat gemaB 
Anspruch 1 kodierende Gen direkt hinter einem 
DNA-Abschnitt befindel, der fQr ein bakterielles 
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Signalpeptid kodiert, 

(2) mil dem in Schritt (1 ) konstoiierten rekombi- 
nanten Vekt r einen E. coll-Stamm, welcher 
sine massive Protein-Sekretion in das Kultur- 
medium aulweist translormiert, 

(3) die transformierten Zeilen in einem Medium 
kultiviert und 

(4) das Hirudinderivat aus dem Medium 
gewinnt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, daduroh 
gekennzeichnet , daB man als rekomninanten 
Vektor eln Plasmld verwendet 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzelchnet , daB man einen rekombinanten 
Vektor konstruiert, auf dem sich die fQr dae hirudin- 
derivat und das Signalpeptid kodierenden 
DNA-Sequenzen unler Kontrolie eines induzierba- 
ren Promotors befinden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch 
gakennzelchnet , daB man als tnduzierbaren Pro- 
motor einen trp-lac Fusionspromotor verwendet 

5. Verfah ran nach einem der vorhergehenden Anspnj- 
che, dadurch gekennzeJchnet, daB man ein 
Signalpeptid aus gram-negatlven Bakterlen verwen- 
det 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzelohnel , daB man das a-Cyclodextringly- 
cosyltransferase-Signalpeptid verwendet. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennxeichnet, daB man als E. 
coH-Sekretonrtutarrte einen Bakterlenslamm ver- 
wendet, der durch Mutagenese und anschiieBende 
Selektion auf Sekretlonselgenschaften aus den E. 
coJi-Stammen DS410 (DSM 4513) Oder BW 7261 
(DSM 5231) erhalten wurde. 

8. Rekombinante DMA, dadurch gekennzolchnet , 

daB sle tOr ein Hirudinderivat herst elbar nach einem 
der AnsprQche 1 bis 7 kodiert. 

9. Rekombinanter Vektor, daduroh 
gekennzeichnet , daB er eine oder mehrere 
Kopien eines Qenkonslruktes enthalt, das lOr ein 
Protein, bestehend aus einem bakteriellen Signal- 
peptid und einem Hirudlnderlval, mil der N-tenmlna- 
len Sequenz Ala-Thr-iyr-Thr-Asp kodiert. 

10. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 9, daduroh 
gekennzeichnet, daB das Signalpeptid aus 
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gram-negativen Bakterien stammt 

11. Rekombinanter Vektor nach einem der AnsprQche 
9bisl0dadurchg kennz Ichnet .daBdasSlgnai- 
5 peptid aus dem a-CyckxJextringtykosyttrans- 
f erase -Gen stammt. 



Claims 

10 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, 
CH, DE, DK, FR, GB, fT, U, LU, NL, SE 

*s 1. Hirudin derivative, characterised in that it has the 
N-terminal sequence A-Thr-iyr-Thr-Asp In which A 
represents Ala 

2. Recombinant DN A, characterised h that It codes for 
20 a hirudin derivative according to Claim 1 . 

3. Recombinant vector, characterised in that it contains 
one or more copies of a gene construct which codes 
for a protein consisting of a bacterial signal peptide 

*5 and of a hirudin derivative according to Claim 1 . 

4. Process for obtaining hirudin derivatives according 
to Claim 1 from E. coll strains which exhibit 
large-scale protein secretion into the culture 

30 medium, characterised In that 

(1) a recombinant vector on which there is 
located the gene coding for [lacuna] hirudin 
derivative according to Claim 1 directly down- 

3& stream of a DN A section which codes for a bac- 

terial signal peptide is constructed, 

(2) the recombinant vector constructed in step 
(1 ), is used to transform an E. coll strain which 
exhibits large-scale protein secretion into the 

40 culture medium, 

(3) the transformed cells are cultivated in a 
medium and 

(4) the hirudin derivative is obtained from the 
medium. 

45 

6. Process according to Claim 4, characterised in that 
a plasmid is used as recombinant vector. 

6. Process according to Claim 4 or 5, characterised h 
50 that a recombinant vector on which the DNA 
sequences coding for the hirudin derivative and for 
the signal peptide are located under the control of 
an inducible promotor is constructed. 

ss 7. Process according to Claim 6, characterised in that 
a trp-lac fusion promotor is used as inducible pro- 
motor. 
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8. Process accordng to one o1 the preceding claims, 
characterised In that a signal peptide from 
Gram-negative bacteria is used. 

9. Process according to Claim 8, characterised in that 
the a-cyclodextrin glycoso [transferase signal pep- 
tide is used. 



Claims for the following Contracting Stales : E8, QR 

1 . Process lor obtaining hirudin derivates according to 
Claim 1 [sic] from E. cdi strains which exhibit a 
large-scaJe proteh secretion into the culture 
medium, characterised in that 

(1) a recombinant vector on which there is 
located the gene coding tor [lacuna] hirudin 
derivative according to Claim 1 [sic] directly 
downstream of a DNA section which codes tor 
a bacterial signaJ peptide is constructed, 

(2) the recombinant vector constructed in step 
(1) is used to transform an E. cdi strain which 
exhibits large-scale protein secretion into the 
culture medium, 

(3) the transformed cells are cultivated In a 
medium and 

(4) the hirudin derivative Is obtained from the 
medium. 

2. Process according to Claim 1 , characterised In that 
a plasmid is used as recombinant vector. 

3. Process according to Claim 1 or 2, characterised in 
that a recombinant vector on which the DNA 
sequences coding for the hirudin derivative and for 
the signal peptide are located under the control of 
an inducible promoter is constructed 

4. Process according to Claim 3, characterised in that 
a trp-iac fusion promotoer is used as inducible pro- 
moter. 

6. Process accordhg to one of the preceding claims, 
characterised In that a signal peptide from 
Gram-negative bacteria is used. 

6. Process according to Claim 5, characterised in that 
the a-cyclodexlrin grycosyltransferase signaJ pep- 
tide is used. 

7. Process according to one of the preceding claims, 
characterised in that a bacterial strain which has 
been obtained by mutagenesis and subsequent 
selection for secretion properties from the E. coli 
strains DS41 0 (DSM 451 3) or BW 7261 (DSM 5231 ) 
Is used as E. coli secretor mutant 



8. Recombinant DNA, characterised in that it codes for 
a hirudin derivative which can be prepared accord- 
ing to one of Claims 1 to 7. 

5 9. Recombinant vector, characterised in thai it contains 
one or more copies of a gene construct which codes 
for a protein consisting of a bacterial signal peptide 
and of a hirudin derivative having the N-terminal 
sequence Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. 

10 

10. Recombinant vector according to Claim 9, charac- 
terised in that the signal peptide originates from 
Gram-negative bacteria. 

i& 11. Recombinant vector according to one of Claims 9 to 
10, characterised in that the signal peptide origi- 
nates from the a-cyclodextrin grycosyltransferase 
gene. 

20 

Revindications 



Revindications pour lee Etate con tr octants 
£5 euh/ants : AT, BE, CH, DE, DU, FR, IT, U, LU, NL, 8E 

1. Derive de la hirudins, caracterise en ce qu'il pos- 
sede la sequence N-terminale A-Thr-Tyr-Thr-Asp, 
ou A est place pour Ala 

30 

2. ADN recombine, caracterise en ce qu'il code pour 
un derive de la hirudins suivant la revendication 1 . 

3. Vecteur recombine, caracterise en ce qu'il contient 
3B uneou plusieurs copies de la construction de gene, 

qui code pour une proteins constituee cfun peptide 
signal bacterisn et cfun derive de la hirudins suivant 
la revendication 1. 

40 4. Precede d'obterrtion de derives de la hirudins sui- 
vant la revendication 1 , a partir de souches de E. 
coll qui present ent une secretion massive de pro- 
teins dans ie milieu de culture, caracterlsd en ce que 
Ton: 

45 

(1 ) construit un vecteur recombine dans lequel 
le gene codant pour le derive de la hi rudine sui- 
vant la revendication 1, se trouve direct ement 
apres un fragment d*ADN qui code pour un pep- 
so tide signal bacterien, 

(2) transforms une souche de E. coli avec le 
vecteur recombine construit a i'etape (1), qui 
prsssnts una secretion massive de protsins 
dans le milieu de culture, 

« (3) met en culture (es cellules transform ees 

dans un milieu et 

(4) le derive de la hlrudine est recotte dans le 
milieu. 
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5. Proceed suivarrt la revendication 4, caractense" en 
ce que i'on utilise un plasmkfe com me vecteur 
recombine*. 

6. Proceed survant la revendication 4 ou 5, caracterise 
en ce que Ton construit un vecteur recombin6 dans 
lequel les sequences cfADN codant pour le derive 
de la hirudins at le peptide signal ss trouvent sous 
le ccntrWe d'un promoteur inducible. 

7. Proc6d6 suivarrt la revendication 6, caracterise en 
ce que Ton utilise un promoteur de fusion trp-lac 
comme promoteur induct ible. 

8. Procede survant I'une quelconque des revendi ca- 
tions precedentes, caracterise en ce que I'on utilise 
un peptide signal de bacteries gram-negatives. 

9. Procede suivarrt la revendication 8, caracterise en 
ce que Ton utilise le peptide signal de i'a-cyclodex- 
trineglycosyltransferase. 



comme promoteur inducible. 

5. Procede suivant Tune quelconque des revendica- 
tjons prec6dentes, caracterise en ce que Ton utilise 

5 un peptide signal de bacteries gram-negatives. 

6. Procede suivant la revendication 5, caracterise en 
ce que Ton utilise le peptide signal de I'a-cyctodex- 
trineglycosyttransterase. 

10 

7. Procede suivant Tune quelconque des revendica- 
tions prececientes, caracterise en ce que Ton utilise 
une souche bacterienne comme mutant secreteur 
de E. cpJL qui est obtenue a partir des souches de 

is E. cpji DS41 0 (DSN/I 451 3) ou BW 7261 (DSM 5231 ) 
par mutagen ese et ensuite, selection sur les proprte- 
tee de secretion. 

a ADN recombine, caracterise en ce qui! code pour 
20 un derive de la hirudine pouvant etre prepare suivant 
Tune quelconque des revendications 1 a 7. 



Revindication* pour lee Etats contraetarrU 
eulvants : ES, OR 

1. Procede d'obtention de derives de la hirudine sui- 
vant la revendication 1, a partir de souches de E. 
coli qui presentent une secretion massive de pro- 
line dans le milieu de cutture, caracterise en ce que 

Ton: 

(1) construit un vecteur recombine dans lequel 
le gene codant pour le derive de la hirudine sui- 
vant la revendication 1, se trouve directement 
apres un fragment d'ADN qu i code pour un pep- 
tide signal bacterien, 

(2) translorme une souche de E. coll avec le 
vecteur recombine construit a retape (1), qui 
presents une secretion massive de proteine 
dans le milieu de culture, 

(3) met en culture les cellules transformers 
dans un milieu et 

(4) le aerive de la hirudre set r6coite dans le 
milieu. 



9. Vecteur recombine, caracterise en ce qui I corn i on t 
une ou plusieurs copies d'une construction de gene 

25 qui code pour une proteine constitute d'un peptide 
signal bacterien et d'un derive de la hirudine avec la 
sequence N -terminals Ala-Th r-Tyr-Th r- Asp. 

10. Vecteur recombine suivant la revendication 9, 
30 caracterise en ce que le peptide signal provient de 

bacteries gram-negatives. 

11. Vecteur recombine suivant Tune quelconque des 
revendications 9 et 1 0, caracterise en ce que le pep- 
as tide signal provient du gene de I'a-cycfodext rine-gly- 

cosy (transferase. 



40 



45 



25 



2. Procede suivant la revendication 1, caracterise en 
ce que i'on utilise un plasmide comme vecteur 
recombine. 

50 

3. Procede suivant la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce que I'on construit un vecteur recombine dans 
lequel les sequences cfADN codant pour le derive 
de la hirudine et le peptide signal se trouvent sous 

le contrOle d'un promoteur inducible. « 



4. Procede suivarrt la revendication 3> caracterise en 
ce que Ton utilise un promoteur de fusion trp-lac 
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Eg ? j?/ DNA-Sequenz des synthetischen Htrudingens 
qus pK152 



Hinf I 

20 40 60 



acgtatactgactgcactgaatctggtcagaacctgtgcctgtgcgaaggatctaacgtt 
tgcatatgactgacgtgacttagaccagtcttggacacggacacgcttcctagattgcaa 

ThrTyrThrAspCysThrGluSerGlyGlnAsnLeuCysLeuCysGluGlySerAsnVal 

Bain HI 

80 100 120 

= 

tgcggccagggtaacaaatgcatccttggatccgacggtgaaaagaaccagtgcgttact 
acgccggtcccattgtttacgtaggaacctaggctgccacttttcttggtcacgcaatga 

CysGlyGlnGlyAsnLysCysIleLeuGlySerAspGlyGluLysAsnGlnCysValThr 



140 160 180 

ggcgaaggtaccccgaaaccgcagtctcataacgacggcgacttcgaagagatccctgag 
ccgcttccatggggctttggcgtcagagtattgctgccgctgaagcttctctagggactc 

GlyGluGlyThrProLysProGlnSerHisAsnAspGlyAspPheGluGluIleProGlu 

200 220 Hind III 

• • • • • 

gaataccttcagtaatagagctcgtcgacctgcaggcatgcaagctt 

cttatggaagtcattatctcgagcagctggacgtccgtacgttcgaa 
GluTyrLeuGlnEndEnd 
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